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Metoder til bruk ved sekvensanalyse 



Foreliggende oppfinnelse er utskilt fra patents0knad 19986133 som omfatter en metode 
for DNA-sekvensering som inneholder f0lgende trinn: 

F0rste trinn tar utgangspunkt i en ren DNA-populasjon bestaende av DNA-sekvensen 
som skal sekvenseres. DNA-molekylene kuttes/brekkes pa en uspesifikk mate slik at det 
dannes en populasjon med DNA-molekyler bestaende av biter (heretter kalt DNA-biter) 
av den opprinnelige sekvensen. 

Annet trinn bestar i a erstatte baseparene i DNA-bitene med 4 ulike DNA-sekvenser 
(heretter kalt DNA-fragmenter) som representerer hver av de fire basene adenin, cyto- 
sin, guanin og tymin. Der hvor det har vaert basepar A-T, settes det altsa inn "fragment 
A", C-G byttes ut med "fragment C" osv. Dermed genereres nye DNA-molekyler hvor 
den opprinnelige baserekkef0lgen pa f.eks. ACGTT... erstattes med fragment A - 
fragment C - fragment G osv. Lengden pa disse fire DNA-fragmentene kan i prinsippet 
variere i lengde fra 2bp til flere hundre kbp (eller mer om 0nskelig), alt etter behov. 
Tilsvarende kan DNA-fragmentene inneholde reportergener og annen biologisk infor- 
masjon eller kun besta av sekvenser uten kjent biologisk funksjon. 

I tredie trinn avleses rekkef0lgen av de fire typene DNA-fragmenter for hvert enkelt 
DNA-molekyl. Dermed finner man baserekke&lgen i de opprinnelige DNA-bitene 
indirekte. 

I fierde trinn benytter et dataprogram overlappen mellom DNA-bitene til a sette sammen 
informasjonen fra trinn 3 til sekvensen pa DNA-sekvensene som ble brukt som utgangs- 
punkt. 

Foreliggende oppfinnelse vedrarer metoder for kvantitering, st0rrelsesbestemmelse og 
identifisering av DNA-molekyler, som vil vasre metoder til bruk ved sekvensanalyse 



MejSdeH^^^ 

Oe, elektrolbrese er e« vikng W-^^^SS^^'ZX^ 

DNA molekyta- Metodikken som er omtalt i ' ^ ^ , 

sekvensering ogsa erstatte andre ^^^SSX imta*— - 
eletaoforese. Hvis en populasjon med DNA ^^J"^™, en aylesI nngsplate og rette 
kan man merke DNA-™,lekylene Vha en fiuo^Lns scanner 

dem ut ved hjelp av en vKskestram, elektek felt eller ^ 
kan man dermed bide telle og male lengdene pa DNA molekylene. 

Sanunenligne, med g e, ***** ^ Z^^^S^ 

kan^nsippetWe^ 

molekyler pa flere hundre kb eller mer. 
Imotsetnmgtilgele^^^ 

er det ogsa mulig & A sekveasmformasjon ved a ^«™^ eller iescens merkede 
spesifxkke sekvenser. F.eks. kan man broke tb ^^^^^ ea4em overheng 
DNAbmdendeproteiner. ^ te ™™^^£^ Uke ^ 

slik som beskrevet tidligere i patents0knaden. Denned bUrdfl _m g 
DNA molekyler med ulik basesammensetmng i en heterogen DNA populasjon. 
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Lengdea pa DNA-mol ekylet 
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s\^_ ^Ak- Jsik. ^U- K 
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Figur , IdentiHRasiou av to «Hke DNA molekyler^mw^k ^SE^^^*^ 
u£ lange DNA molekyler ved i ^ fl ™^^ DNA molekylet har et 

ved a ha ulike basesammensetninger i den ene enden. Samtu&S ser man 

bindingssete for Gln-1 11 (Gln-1 1 1 er en ved a merke dem med 

avstanden mellom adapteme. 

SS.^ TCU SSL DNA molekylene til en avlesningsplate, reaes ut ved hjelp av en 
^letorijfelt eUer lignende. Ved 4 scanne avlesningsplaten med en fluoresce 

sekvensinfotmasjon fra DNA molekylenes ender. 

^^^Sa^^^ende av mange pen»„«asjoner represented, en snesieU 

man far en l0sning med adaptere. 

^ j n„c^«.rf ; fimir? TlteanBSDunkteter 8 ulike adaptere med et fragment 
^r^eirr^u,^^^ 3UK som Hlustre rt i fi g .2. Med 

^pu^Uandte^^^ 

uSTnSeS^r 2. er pL dl i tesningen. Antallet ulike 1-fiagmenteadap.ere som er 
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ESjFT] Fragment "A" |BseMll IaIgI F ragment ^" \teofi\^ 

^ Kutt med EcoRI 

E- yl Fragment "A" lBseMl| | a| gI Fragment "G" Jggg t= ^K 



Liger 

ogkutt deretter med BseMI 



| A|o| Fragment »G" fr agment "A" IpseMU | 

denned har man en populasjon med 16 ulike 2-fragmentsadaptere. 

fS^S^SSl se— s a0rC s enkelttradig og festes tU et fast 
^dX Deretter blandes og hybridiseres mal DNA en med f.eks. 16-fragmenteadaptere. 
rSeS som T^e har blitt fybridisert vaskes sa vekk fra lasningen. Denned sitter man kun 

med Taptere som har overheng som er komplementaare med den enkelttradige mal 
DNA^n Vedhjelp av f.eks. analysemetodene som er beskrevet under trim* i tidhgere 
u^ndte dokumeLr (bl.a. 23/12-98 og 10/3-99) kan man fume frem *1 ^J*g™ 
fortsatt er igjen i tesiiingen og felgelig hvilke sekvensbiter pa 16 bp mal DNA en bestar av. 

En amen strategi er a broke de hybridiserte adapterene som primere for en PCR reaksjon etter 
afmTh" vasktt vekk adaptere som ikke komplementerer mal DNA'en. Resultatet av hver 
PCR reaksjon blir to adaptere som er koblet sammen og hvor avstander jmellom de to 
adapterene tilsvarer den avstanden som adapter sekvensene har pa mal DNA en. 
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